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Im Zebrafisch (Danio rerio) ist ein Protein identifiziert worden, das eine wichtige Rolle in der 
Entwicklung der Brustflossen zu besitzen scheint und als Fibin, dem englischen Akronym für 
Fin bud initiation factor (Flossenknospeninitiationsfaktor), bezeichnet wurde. Es zeigt keine 
Verwandtschaft zu anderen bekannten Proteinen, enthält keine typischen Strukturmotive, wird 
auf nur einem Exon kodiert und ist in allen bisher untersuchten Vertebraten, einschließlich 
des Menschen, evolutionär hoch konserviert. Ziel der vorliegenden Arbeit war die nähere 
funktionelle und proteinbiochemische Charakterisierung Fibins. In vielen Geweben adulter 
Mäuse (Mus musculus), v. a. in zerebralen und muskulären Proben, konnte Fibin-mRNA 
nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Adultus war die Expression in Geweben pränataler 
Mäuse bedeutend höher und unterschied sich in der Region der Vordergliedmaßen kaum von 
der im Torso. In L929- (Fibroblasten) und HEK-Zellen (embryonale Nierenzellen) wurde eine 
hohe Expression von Fibin nachgewiesen, die in L929-Zellen durch Glukokortikoide und 
Aktivatoren des Proteinkinase C- / MAP-Kinase-, Proteinkinase A- sowie des NF-κB / AP-1- 
bzw. Nrf2 / ARE-Signalwegs erhöht werden konnte. Die nicht-proteinkodierende 5‘-Region 
des humanen Fibin-Gens zeigte im Luciferase-Reporterassay in L929- und HEK-Zellen 
promotogene Eigenschaften, mit einem Aktivitätsmaximum der Sequenz – 836 Basenpaare 
bezogen auf den Translationsstartpunkt. In L929-Zellen wurde die promotogene Aktivität 
durch Glukokortikoide und Aktivatoren des Proteinkinase C- / MAP-Kinase- sowie des 
NF-κB / AP-1- bzw. Nrf2 / ARE-Signalwegs erhöht. Fibin besitzt eine putative N-terminale 
Signalsequenz und eine N-Glykosylierungsstelle, die beide experimentell bestätigt wurden. 
Rekombinantes Fibin zeigte in der Fluoreszenzmikroskopie in COS-7-Zellen (Fibroblasten) 
eine hohe Kolokalisation mit dem Endoplasmatischen Retikulum, jedoch nur eine geringe mit 
dem Golgi-Apparat. In COS-7-Zellen wurde es nicht über den sekretorischen Weg freigesetzt 
und zeigte in proteinbiochemischen Untersuchungen eine hohe Tendenz zur Aggregation und 
Ausbildung von Disulfidbrücken. Es ist anzunehmen, dass Fibin möglicherweise ein bisher 
unbekanntes Protein für die Ausbildung von Heteromeren benötigt, um erfolgreich sezerniert 
zu werden. 
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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
AP-1 Activator protein 1 
APC Adenomatous polyposis coli  
ARE Antioxidant response element 
BDNF Brain-derived neurotrophic 
factor 
BLAST Basic local alignment search tool 
BMP Bone morphogenic protein 
Bp Basenpaare 
cAMP cyclic Adenosine monophosphate 
CD Circulardichroismus 
CKIα Casein kinase I α 
CNbr Cyanobromid 
DAG Diacylglycerol 
DNA Desoxyribonucleic acid 
Dsh Dishevelled 
Cre Cyclization recombinase 
EGF Epidermal growth factor 
EK Einschlusskörperchen 
EGR Enzym-gekoppelte Rezeptoren 
EPO Erythropoetin 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
ERK 1 / 2 Extracellular signal-regulated 
kinases 1 / 2 
FGF Fibroblast growth factor 
Fibin Fin bud initiation factor 
G-CSF Granulocyte-colony stimulating 
factor 
GFP Green fluorescent protein 
GPCR G protein-coupled receptor 
Grb2 Growth factor receptor-bound 
protein 2 
GSK3β Glycogen synthase kinase 3 β 
GTP Guanosine triphosphate 
Her2 Human epidermal growth factor 
receptor 2 
HGF Hepatocyte growth factor 
IGF Insulin-like growth factor 
IL Interleukin 
Intraz. R. Intrazelluläre Rezeptoren 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphate 
IRES Internal ribosome entry site 
JAK Januskinase 
LRP 5 / 6 Low-density lipoprotein receptor-
related protein 5 / 6 
STAT Signal transducers and activators 
of transcription 
MAP Mitogen-activated protein 
MEK Mitogen-activated protein kinase 
kinase 
mRNA messenger Ribonucleic acid 
NCBI National Center for 
Biotechnology Information 
NDI nephrogener Diabetes insipidus 
NF-κB Nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-
cells 
NGF Nerve growth factor 
Nrf2 Nuclear factor erythroid-2-
related Factor 2 
PCR Polymerase chain reaction 
PDGF Platelet-derived growth factor 
PDK1 Pyruvate dehydrogenase kinase 1 
PI3K Phosphatidylinositol 3-kinases 
PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat 
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat 
PNGase Peptid-N-Glykosidase F 
PKB Proteinkinase B 
PKC Proteinkinase C 
PLCɣ Phospholipase Cɣ 
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R-SMAD Receptor-regulated Small and 
Mothers against decapentaplegic 
related proteins 
raldh2 Retinaldehyd-Dehydrogenase 2 
Raf Rapidly accelerated 
fibrosarcoma 
RAS Rat sarcoma 
rER raues Endoplasmatisches 
Retikulum 
SARA Smad Anchor for Receptor 
Activation 
Co-SMAD Co Small and Mothers against 
decapentaplegic related proteins 
SOS Son of sevenless 
SV-40 Simian Virus 40 
tbx5 T-box 5 
TGF Transforming growth factor 
TF Transkriptionsfaktor 
VEGF Vascular endothelian growth 
factor 
Wnt Wingless type 
 
Zelllinien 
COS-7 Nierenfibroblastenzelllinie der 
Grünen Meerkatze 
(Cercopithecus aethiops) 
HEK Humane embryonale 
Nierenepithelzelllinie 
L929 Murine aneuploide Fibrosarkom-
zelllinie 
T98G Humane Glioblastomzelllinie 
 
Bakterien 
E. coli Eschericha coli 
 
 
 
 
Physikalische und chemische Symbole werden ohne Erläuterung verwendet. Die Drei- bzw. 
Einbuchstaben-Codes der Aminosäuren und Nukleinsäuren entsprechen den allgemeinen IUPAC-
Regeln und werden nicht gesondert aufgeführt. 
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EINFÜHRUNG IN DIE THEMATIK 
 
1. Wachstumsfaktoren und ihre Bedeutung für den Organismus  
Wachstumsfaktoren sind eine heterogene Gruppe zellulärer Proteine, die Einfluss auf die 
Proliferation und / oder die Differenzierung einer Zelle nehmen (1). In höheren mehrzelligen 
Organismen sind sie die Informationsüberträger eines komplexen zellulären Netzwerks, das 
die gezielte und koordinierte Entwicklung oder Modifikation spezialisierter Zellverbände 
ermöglicht. Sie sind für das Individuum zu jeder Lebensphase von essentieller Bedeutung. So 
entwickeln sich im Laufe der Ontogenese aus omnipotenten Stammzellen die spezifischen 
Körperstrukturen und Organsysteme. Das erwachsene Individuum benötigt die Fähigkeit, 
durch Zelltod oder Umweltschäden untergegangenes Gewebe wieder zu ersetzen. 
Körperstrukturen und Organe des Individuums müssen unter bestimmten Umständen 
spezifisch an neue Bedingungen angepasst werden, um das weitere Überleben zu sichern. 
Entsprechend ihrer zentralen Rolle im Organismus findet sich eine große Anzahl 
verschiedenster Wachstumsfaktoren. Solche, die sich in Funktion oder Struktur ähnlich sind, 
können dabei zu Gruppen oder Familien zusammengefasst werden. Exemplarisch seien die 
ontogenetischen Faktoren genannt, die besonders in der frühen Entwicklung von Organismen 
bedeutsam sind, wie z. B. die Familien Wnt, IGF oder TGFβ. Eine andere Gruppe sind z. B. 
Faktoren, die an der Neubildung von Blutgefäßen beteiligt sind, darunter z. B. die Familien 
EGF, VEGF oder PDGF. Wachstumsfaktoren, die gezielt auf bestimmte Zellen des 
Organismus wirken, sind z. B. die Familien HGF (Hepatozyten), NGF (Neurone) oder G-CSF 
(Granulozyten). Die Aufzählung lässt sich beliebig fortsetzen und ist, je nachdem ob die 
funktionellen oder die strukturellen Ähnlichkeiten der einzelnen Wachstumsfaktoren 
berücksichtigt werden, veränderbar. Sobald weitere Funktionen einzelner Faktoren bekannt 
werden, können diese auch in mehreren Gruppen eingeordnet werden. 
Wachstumsfaktoren werden von einer Zelle in den extrazellulären Raum sekretiert oder in 
membrangebundener Form exprimiert und binden spezifisch an meist membranständige 
Rezeptoren einer Zielzelle. Diese aktivieren spezifische intrazelluläre Signalwege, in deren 
Folge die Aktivität bestimmter Transkriptionsfaktoren verändert wird. Dadurch wird die 
Expression zellulärer Gene beeinflusst, die bedeutsam für den Zellzyklus und / oder die 
Differenzierung der Zielzelle sind. In Abhängigkeit von der Rezeptorexpression können 
Wachstumsfaktoren dabei einen Effekt auf Zellen im eigenen Zellverband oder außerhalb des 
Verbands gelegene Zielzellen besitzen (parakrine oder endokrine Wirkung). Viele Zellen 
exprimieren darüber hinaus selbst den entsprechenden Rezeptor für den von ihnen sekretierten 
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Wachstumsfaktor und nehmen so autoregulatorisch Einfluss auf ihre eigene Funktion 
(autokrine Wirkung). Die Wachstumsfaktor-Rezeptoren sind wie ihre aktivierenden Faktoren 
eine heterogene Gruppe verschiedener Rezeptorfamilien, die konsekutiv verschiedenste 
intrazelluläre Signalwege aktivieren. Exemplarisch sind in Abbildung 1 die Familie der 
Frizzled-Rezeptoren, als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, sowie die Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen, Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren und Rezeptor-Serin / Threonin-
kinasen dargestellt. 
Abb. 1: Bedeutende intrazelluläre Signalwege, die durch Wachstumsfaktor-Rezeptoren aktiviert werden, 
und ihre pharmakologische Beeinflussung. 
Exemplarisch sind die Familie der Frizzled-Rezeptoren, als G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, sowie die Familie 
der Rezeptor-Tyrosinkinasen, Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren und Rezeptor-Serin / Threoninkinasen 
dargestellt, jeweils mit Beispielen für Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren zur entsprechenden 
Rezeptorfamilie gehören (Wnt, EGF, VEGF, NGF, PDGF, G-CSF und TGFβ). An vier ausgewählten Positionen 
ist zudem die pharmakologische Beeinflussung der Wachstumsfaktor-vermittelten zellulären Signalwege gezeigt 
(Bevacizumab, Trastuzumab, Gefitinib und Sorafenib). Wachstumsfaktoren binden spezifisch an meist 
membranständige Rezeptoren einer Zielzelle und aktivieren intrazelluläre Signalwege, in deren Folge die 
Aktivität von Transkriptionsfaktoren (TF) verändert wird. Dadurch wird die Expression zellulärer Gene 
beeinflusst, die bedeutsam für den Zellzyklus und / oder die Differenzierung der Zielzelle sind. Erläuterungen 
siehe Text. Schema nach (2-7). 
 
Im kanonischen wnt-β-Catenin-Signalweg bildet der Frizzled-Rezeptor durch die Bindung 
eines Mitgliedes der wnt-Wachstumsfaktoren mit dem Co-Rezeptor LRP 5 / 6 und dem 
Protein Dsh einen membranständigen Proteinkomplex aus. Dieser wirkt inhibierend auf einen 
weiteren intrazellulären Proteinkomplex, in dem β-Catenin mit GSK3β, CKIα, APC und Axin 
in phosphorylierter (inaktiver) Form stabilisiert wird. Der aktivierte Rezeptorkomplex 
inhibiert die Bildung des intrazellullären Proteinkomplexes, so dass sich freies 
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dephosphoryliertes (aktives) β-Catenin in der Zelle anreichern kann. Aktives β-Catenin bindet 
im Zellkern an bestimmte Transkriptionsfaktoren und nimmt so Einfluss auf die zelluläre 
Genexpression (2). Rezeptor-Tyrosinkinasen besitzen eine spezifische intrazelluläre Tyrosin-
kinasedomäne, die durch die Bindung eines Liganden an den Rezeptor aktiviert wird und den 
Rezeptor autophosphoryliert. An die aktivierte intrazelluläre Rezeptordomäne binden 
spezielle zytoplasmatische Proteine, die konsekutiv intrazelluläre Signalwege aktivieren. Zu 
diesen gehören neben der MAP-Kinase-Kaskade auch die Aktivierung der Proteinkinase B 
und C (siehe Abbildung 1). Die aktivierten Proteinkinasen ERK 1 / 2, B und C wiederum 
verändern als Regulatoren spezifischer Transkriptionsfaktoren die zelluläre Genexpression. 
Wachstumsfaktoren, die ihre Wirkung über Rezeptor-Tyrosinkinasen vermitteln, sind z. B. 
EGF, VEGF und NGF (3). Der PDGF-Rezeptor ist als Rezeptor-Tyrosinkinase auch in der 
Lage, direkt Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie zu aktivieren (4). Tyrosinkinase-
gekoppelte Rezeptoren dagegen besitzen keine eigene Kinasedomäne, sondern rekrutieren 
nach Bindung eines Agonisten intrazelluläre Tyrosinkinasen wie z. B. die Januskinase, 
welche daraufhin den Transkriptionsfaktor STAT phosyphoryliert. Die aktivierten 
STAT-Proteine bilden Homodimere und beeinflussen als Transkriptionsfaktor die zelluläre 
Genexpression. Ein Wachstumsfaktor, der seine Wirkung u. a. über Tyrosinkinase-gekoppelte 
Rezeptoren vermittelt, ist z. B. G-CSF (5). Wachstumsfaktor-Rezeptoren aus der Familie der 
Rezeptor-Serin / Threoninkinasen aktivieren den SMAD-Signalweg, in dem nach Rezeptor-
aktivierung über SARA intrazelluläres R-SMAD phosphoryliert wird und mit Co-SMAD 
einen aktiven Proteinkomplex bildet. Dieser Komplex beeinflusst als Transkriptionsfaktor die 
zelluläre Genexpression. Beispiele für Wachstumsfaktoren, die ihre Wirkung über diesen 
Signalweg vermitteln, sind TGFβ, BMP oder die Aktivine (6). 
Kenntnisse über die strukturellen oder funktionellen Eigenschaften bestimmter Wachstums-
faktoren und ihrer Rezeptoren finden in der modernen Medizin breite Anwendung. 
Schließlich zeichnet sich jede neoproliferative Erkrankung durch ein unkontrolliertes und 
diffuses Wachstum aus, dessen Grundlagen in den Veränderungen der Struktur oder Funktion 
von Wachstumsfaktoren, ihrer Rezeptoren oder der jeweils kodierenden Gene liegen kann 
(sog. Protoonkogene). Exemplarisch sind in Abbildung 1 vier verschiedene Positionen der 
zellulären Kommunikation markiert, an denen eine pharmakologische Beeinflussung 
stattfindet (3,7). Bevacizumab, das u. a. in der Behandlung des kolorektalen Karzinoms 
angewendet wird, bindet als monoklonaler Antikörper gezielt an Wachstumsfaktoren der 
VEGF-Familie und verhindert so deren Rezeptoraktivierung. Trastuzumab, ebenfalls ein 
monoklonaler Antikörper, bindet spezifisch an die extrazelluläre Komponente des humanen 
epidermalen Rezeptors Her2, wodurch dieser inaktiviert wird. In der Behandlung des 
Mammakarzinoms wird so z. B. der proliferative und antiapoptotische Effekt des von 
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Tumorzellen überexprimierten Rezeptors Her2 mit Hilfe zielgerichteter Antikörper blockiert, 
was einen deutlichen Effekt auf die Überlebensdauer und die Schwere der Erkrankung hat. 
Gefitinib ist ein Wirkstoff, der gezielt die intrazelluläre Tyrosinkinase-Domäne der EGF-
Rezeptoren inhibiert und in der Behandlung des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms 
angewendet wird. Sorafenib ist ein Multi-Kinase-Inhibitor der u. a. die Raf-Kinase und somit 
die MAP-Kinase-Kaskade inhibiert und als Medikament z. B. gezielt in der Behandlung von 
fortgeschrittenem Leberkarzinomen eingesetzt wird. An verschiedenen Positionen können in 
neoproliferativen Erkrankungen gezielt die über Wachstumsfaktoren vermittelten zellulären 
Signalwege inhibiert werden, die das unkontrollierte Wachstum eines Tumors unterhalten. 
Demgegenüber bieten aber auch in anderen Erkrankungen Informationen über die 
strukturellen oder funktionellen Eigenschaften bestimmter Wachstumsfaktoren therapeutische 
Ansätze. Patienten mit einer chronischen Nieren- oder Herzinsuffizienz, aber auch Patienten, 
die eine antiproliferative Behandlung benötigen, profitieren z. B. von rekombinantem EPO 
oder G-CSF, indem im Knochenmark die Bildung der Blutzellen gefördert und so eine 
Anämie oder die schweren Nebenwirkungen einer antiproliferativen Therapie gemildert 
werden können (8,9). 
Viele Wachstumsfaktoren gehören zur Gruppe der sekretorischen Proteine und sind damit ein 
Teil der ca. 2000 verschiedenen Proteine, die von einer Säugetierzelle durchschnittlich 
synthetisiert und in den extrazellulären Raum abgegeben werden können (10). Sie sind wegen 
ihrer leichten Zugänglichkeit, z. B. im Blut, als diagnostische Marker oder therapeutische 
Zielstrukturen bestimmter Erkrankungen von besonders hohem Interesse für die Medizin. Es 
werden zwei Wege unterschieden, nach denen ein Protein in den extrazellulären Raum 
sekretiert werden kann (siehe Abbildung 2). In der konventionellen (klassischen) Sekretion 
besitzen die Proteine in der Regel eine spezifische Signalsequenz, aufgrund derer sie während 
der Translation in das ER transloziert werden. Im ER werden die Proteine gefaltet (ggf. mit 
Hilfe von Chaperonen) und posttranslational modifiziert (z. B. Glykolsylierung, Hydroxy-
lierung, Bildung von Disulfidbrücken). Über einen anterograden vesikulären Transport 
gelangen die Proteine in den Golgi-Apparat, um dort in den einzelnen Zisternen zum Teil 
weiter modifiziert zu werden. Eine wichtige Funktion des Golgi-Apparats besteht darin, die 
Proteine für ihren weiteren Transport zu sortieren und am trans-Golgi-Netzwerk 
auszuschleusen. Proteine, die kein spezifisches Signal für den Verbleib im ER, Golgi-Apparat 
oder ein anderes Zellkompartiment besitzen, werden in der Regel in Vesikel verpackt und 
durchgehend, ohne ein spezifisches zelluläres Signal an der Zellmembran durch Exozytose 
freigesetzt (konstitutive Sekretion). Nahezu alle Zellen des Organismus verfügen über die 
konstitutive Sekretion, die u. a. für den Erhalt der zellulären Membran oder extrazellulären 
Matrix wichtig ist. Ein Großteil der sekretorischen Proteine wird über diesen Weg freigesetzt, 
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darunter z. B. das von Hepatozyten sekretierte Albumin oder der von Endothelzellen 
sekretierte von-Willebrand-Faktor (11-13). In einigen spezialisierten Zellen, wie z. B. den 
Azinuszellen der Bauchspeicheldrüse, den Becherzellen des Magen-Darm-Traktes oder in 
Nervenzellen, existiert demgegenüber eine weitere Form der Sekretion, in der die 
synthetisierten Proteine ebenfalls im trans-Golgi-Netzwerk in Vesikeln ausgeschleust werden, 
diese in der Zelle aber zunächst als sog. Speichervesikel angehäuft werden. Erst in Antwort 
auf ein bestimmtes zelluläres Signal hin werden die Proteine durch Exozytose an der 
Plasmamembran freigesetzt (regulierte Sekretion). Da in dieser Form der Sekretion in den 
meisten Fällen die Erhöhung der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration bedeutsam ist, wird sie 
auch als Ca
2+
-abhängige Sekretion bezeichnet. Sekretorische Proteine, die über diesen Weg 
freigesetzt werden, sind z. B. Hormone endokriner Zellen oder von Nervenzellen freigesetzte 
Neurotransmitter (14). Während in der regulierten Sekretion ein zelluläres Signal die 
Sekretion der Proteine reguliert, erfolgt die Regulation der Sekretion im konstitutiven Weg 
durch die Veränderung der Transkription und / oder Translation des sekretorischen Proteins. 
Aktuell wird neben der konventionellen (klassischen) Sekretion im Gegenzug die sog. 
unkonventionelle (nicht-klassische) Sekretion unterschieden, in der Proteine nicht in 
klassischer Weise über die o. g. ER-Golgi-Sequenz freigesetzt werden, sondern mittels eines 
anderen vesikulären (sekretorische Lysosomen oder Exosomen) oder eines nicht-vesikulären 
Mechanismus in den extrazellulären Raum abgegeben werden (15). Im letztgenannten 
Mechanismus ist z. B. bekannt, dass die Proteine direkt über die Plasmamembran transloziert 
werden können. Die unkonventionelle Proteinsekretion wird v. a. für Proteine beobachtet, die 
in der Entzündungsreaktion des Körpers und der Tumor-induzierten Angiogenese eine Rolle 
spielen. Die Proteine dieses Weges besitzen in der Regel keine ER- oder Golgi-spezifischen 
Signalpeptide, sind nicht im ER oder Golgi-Apparat lokalisiert und besitzen keine für die 
beiden Komponenten typischen posttranslationalen Modifikationen. Zudem zeigt Brefeldin A, 
ein Hemmstoff der Golgi-Funktion und damit der konventionellen (klassischen) Sekretion, 
keinen hemmenden Einfluss auf ihre Freisetzung (16). Für Wachstumsfaktoren sind sowohl 
die konventionelle, konstitutive (z. B. NGF) und / oder regulatorische (z. B. BDNF, TGFβ, 
IGF-1), als auch die unkonventionelle Proteinsekretion beschrieben worden (z. B. FGF2, 
IL-1) (16-19). 
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Abb. 2: (A) Konventionelle, konstitutive oder regulierte, und (B) unkonventionelle Sekretion der Zelle. 
(A) Schematische Darstellung der konventionellen (klassischen) Sekretion. Im konstitutiven sekretorischen Weg 
(linker Pfeil) gelangen Proteine in Transport-Vesikeln zur Zellmembran und werden dort ohne ein spezifisches 
Signal durch Exozytose freigegeben. Im regulierten Weg (rechter Pfeil), der in einigen spezialisierten Zellen wie 
z. B. den Azinuszellen existiert, werden Proteine ebenfalls im Golgi-Netzwerk in Vesikeln ausgeschleust, diese 
aber zunächst in der Zelle als sog. Speichervesikel angehäuft. Erst in Antwort auf ein bestimmtes zelluläres 
Signal hin werden die Proteine an der Plasmamembran durch Exozytose freigesetzt. Dabei ist v. a. die Erhöhung 
der intrazellulären Ca
2+
-Konzentration bedeutsam (Ca
2+
-abhängige Sekretion). Brefeldin A hemmt u. a. den 
vesikulären Transport vom ER zum Golgi-Apparat und ist damit ein Inhibitor der klassischen Sekretion.           
(B) Schematische Darstellung der unkonventionellen (nicht-klassischen) Sekretion. Es finden sich einige 
Proteine, die nicht in klassischer Weise über die o. g. ER-Golgi-Sequenz freigesetzt werden, sondern mittels 
eines nicht-vesikulären Mechanismus direkt nach ihrer Synthese über die Plasmamembran transloziert (1. Pfeil 
von links) oder in einem vesikulären Mechanismus durch sog. Membran-blebbing und Vesikel-shedding (2. 
Pfeil), über sekretorische Lysosomen oder Exosomen (3. Pfeil) oder durch Vesikel-Bildung am peripheren ER 
(4. Pfeil) in den extrazellulären Raum abgegeben werden. Erläuterungen siehe Text. Schema nach (12,14,16-19). 
 
2. Fibin – ein neuer Wachstumsfaktor ? 
Der Zebrafisch (Danio rerio), ein Mitglied der Knochenfische, ist wegen seiner leichten 
Haltung und Vermehrung sowie der gut untersuchbaren Larvenentwicklung und genetischen 
Manipulation ein etabliertes Modell eines Vertebraten, um Hinweise auf die unbekannte 
Funktion von Genprodukten zu erhalten. Wakahara et al. beschrieben 2007 in ihren 
Untersuchungen am Zebrafisch ein Genprodukt, das keine bekannten Strukturmotive besitzt, 
von einem einzigen Exon kodiert wird und das Homologe im menschlichen und murinen 
Genom besitzt (20). Embryonen des Zebrafisches mit funktioneller Inaktivierung dieses 
Genprodukts bilden im Laufe ihrer Entwicklung keine Brustflossen aus, da die Bildung der 
Gliedmaßenknospe in einem sehr frühen Stadium der Entwicklung gestört ist (siehe 
Abbildung 3 A und B). Seiner Funktion nach wurde dieses Genprodukt durch Wakahara et al. 
daher als Fibin, dem englischen Akronym für Fin bud initiation factor (Flossenknospen-
initiationsfaktor), bezeichnet. 
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Abb. 3: Funktionelle Inaktivierung von Fibin im Zebrafisch. 
(A) Die Abbildung zeigt vier Tage alte Zebrafische. Nach funktioneller Inaktivierung von Fibin bilden 
Zebrafische im Laufe ihrer Entwicklung keine Brustflossen aus (schwarze Pfeile, WT; schwarze Sternchen, 
Fibin Inaktivierung). (B) Gezeigt wird die Detailaufnahme der Region der zukünftigen Brustflosse von 48 
Stunden alten Embryonen. Bereits in einem sehr frühen Stadium der Embryogenese ist die Ausbildung der 
Brustflossen im Zebrafisch gestört (oberes Bild, WT; unteres Bild, Fibin Inaktivierung). Alle Bilder entnommen 
aus (20). (C) Die Expression von Fibin im Zebrafisch ist vermutlich von der Aktivität der Gene raldh2 und 
wnt2b abhängig, während Fibin wahrscheinlich selbst die Expression von tbx5 beeinflusst. Erläuterungen siehe 
Text. Nach (20). 
 
Wakahara et al. postulieren weiter, dass die Expression von Fibin im Zebrafisch im Rahmen 
eines bisher unbekannten Signalwegs von den Genen raldh2 und wnt2b abhängig ist, während 
Fibin selbst die Expression des Gens tbx5 beeinflusst (siehe Abbildung 3 C). Raldh2 kodiert 
für ein Enzym der Retinsäuresynthese und ist im Zebrafisch in einem sehr frühen Stadium an 
der Entwicklung der Gliedmaßen beteiligt (21). Die gezielte Inaktivierung von raldh2 führt 
ebenfalls zum Fehlen der Brustflossenknospen und Tod der Embryonen in frühen 
Entwicklungsstadien (21,22). Wnt2b ist ein Mitglied der Familie der wnt-Wachstumsfaktoren 
und wird im Zebrafisch spezifisch im Bereich der zukünftigen Brustflossenknospe exprimiert. 
Seine funktionelle Inaktivierung führt, ähnlich wie die von Fibin, zu einem kompletten 
Verlust der Brustflossenknospen (23). Die Expression von wnt2b kann in Embryonen mit 
blockierter Retinsäurebildung nicht mehr nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass 
Retinsäure für die Expression von wnt2b essentiell ist (24). Wnt2b beeinflusst durch den 
wnt-β-Catenin-Signalweg die Expression des Transkriptionsfaktors tbx5 (23,25). Dieser ist 
ein Mitglied der T-Box-Genfamilie und wird in Zebrafischen ähnlich wie wnt2b und Fibin 
spezifisch im Bereich der zukünftigen Brustflossenknospe exprimiert (22). Mutationen im 
tbx5-Gen oder seine funktionelle Inaktivierung sind im Zebrafisch ebenfalls mit dem Fehlen 
der Brustflossen assoziiert (22). Auch im humanen Genom konnten zahlreiche Mutationen im 
tbx5-Gen nachgewiesen werden, die zur Ausbildung des Holt-Oram-Syndroms führen und 
charakteristisch mit Fehlbildungen der vorderen Extremitäten und des Herzens verbunden 
sind (26). In der molekularen Hierarchie, die zur Entwicklung der Gliedmaßen im Zebrafisch 
etabliert wird, stellt Fibin möglicherweise die Verbindung zwischen der Familie der wnt-
Wachstumsfaktoren und den Mitgliedern der T-Box-Genfamilie dar (20). 
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Interessanterweise identifizierten Pearse et al. in einer Analyse der Genexpression in intra- 
und extraartikulärem Bindegewebe von embryonalen oder adulten Hühnern (Gallus gallus) 
ein Genprodukt mit bisher unbekannter Funktion, das hohe Ähnlichkeit zu Fibin im 
Zebrafisch besitzt (27). Dieses zeigt im Gegensatz zu Zebrafisch-Fibin allerdings nicht nur 
eine starke Expression im sich entwickelnden, sondern auch im reifen Bindegewebe. 
Pearse et al. postulieren anhand dieses abweichenden Expressionsprofils, dass es sich bei dem 
identifizierten Genprodukt nicht um ein Ortholog des Zebrafisch-Fibins handelt und 
bezeichnen es demnach als Fibin2. Dies deutet daraufhin, dass Fibin, neben seiner Funktion 
als Flossenknospeninitiationsfaktor im Zebrafisch, in anderen Organismen vermutlich weitere 
Funktionen besitzt, die derzeit ungeklärt sind. 
In der NCBI-Datenbank BLAST finden sich Orthologe von Fibin in Säugetieren, Knochen-
und Knorpelfischen, Reptilien, Amphibien und Vögeln (insgesamt 40 Spezies). Der Vergleich 
der humanen Proteinsequenz mit den orthologen Sequenzen zeigt im Alignment (Clustal W) 
mehrere konservierte Regionen im Fibinprotein, deren längste in der Nähe des N-Terminus 
lokalisiert ist (siehe Abbildung 4, farbige Boxen). Die Analyse der Proteinsequenz von Fibin 
sagt eine N-terminale Signalsequenz von 18 Aminosäuren (siehe Abbildung 4, graue Box) 
sowie eine N-Glykosylierungsstelle an Position 30 (siehe Abbildung 4, Asn
30
) vorher. 
Letztere ist gemeinsam mit zwei Cysteinresten an den Positionen 52 und 64 in allen 40 
bekannten Orthologen konserviert (siehe Abbildung 4, Cys
52
 und Cys
64
). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Aminosäurekonservierung von Fibin in den untersuchten Orthologen.  
Im Sequenzalignment (Clustal W) wurde die humane Proteinsequenz mit Orthologen von Fibin aus 40 
verschiedenen Spezies verglichen und die Anzahl der an einer Position vorkommenden Aminosäuren bestimmt 
(obere Zahlenreihe: Aminosäureposition des humanen Fibinproteins; farbige Boxen: Anzahl unterschiedlicher 
Aminosäuren in den untersuchten Orthologdaten, Kodierung siehe Legende). Eine grün markierte 
Aminosäureposition bedeutet, dass an dieser Position in allen untersuchten Orthologen nur eine 
Aminosäurevariante auftritt und diese Position demnach hoch konserviert ist. Es zeigt sich, dass Fibin mehrere 
Regionen mit starker Konservierung besitzt, von denen sich die längste in der Nähe des N-Terminus befindet. 
Die bioinformatische Analyse sagt für Fibin eine 18 Aminosäure umfassende N-terminale Signalsequenz (graue 
Box) sowie eine putative N-Glykosylierungsstelle an Position 30 (Asn
30
) vorher. Letztere ist neben zwei 
Cysteinresten (Cys
52
 und Cys
64
) in den 40 untersuchten Orthologen hoch konserviert. 
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3. Rationale der Charakterisierung von Fibin 
Fibin ist im Zebrafisch an der Entwicklung der Brustflossen beteiligt und besitzt in diesem 
Organismus demnach die Funktion eines ontogenetischen Faktors. Da die Brustflossen des 
Zebrafisches das Pendant der vorderen Extremität der Vertebraten darstellen, könnte Fibin 
demnach auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Gliedmaßen von Tetrapoden 
besitzen (20). 
Demgegenüber finden sich Hinweise, dass Fibin neben seiner Funktion in der Entwicklung 
der Gliedmaßen von Zebrafischen in anderen Organismen möglicherweise weitere Funktionen 
besitzt. Betrachtet man die Verteilung der in öffentlich zugänglichen Datenbanken 
gespeicherten Sequenzen humanen oder murinen Fibins, so stammen diese aus vielen 
Geweben verschiedener ontogenetischer Stadien. Darunter sind z. B. Knochen, Niere und 
Lunge, aber auch neoproliferative Veränderungen wie z. B. Gliome, Speiseröhrentumore oder 
Chondrosarkome. In einem weiteren Projekt des Instituts, in dem V2 Vasopressin-Rezeptor 
defiziente Mäuse zur Analyse des X-chromosomalen nephrogenen Diabetes insipidus (NDI) 
dienten, fand sich in der genomweiten Analyse der Genexpression in den Nieren von 
neugeborenen Mäusen mit NDI eine erhöhte Fibinexpression (28). Zagorski et al. wiesen eine 
erhöhte Fibinexpression in den Herzen von sechs Wochen alten Ratten mit chronischen 
Lungenembolien nach (29) und Pearse et al. beschrieben ein Genprodukt mit hoher 
Ähnlichkeit zu Zebrafisch-Fibin, das aber demgegenüber auch in reifen Geweben stark 
exprimiert wird (27).  
Die genannten Befunde deuten darauf hin, dass Fibin weitere Funktionen besitzt und seine 
funktionelle Relevanz für den Menschen bisher nicht ausreichend geklärt ist. Zur weiteren 
Charakterisierung von Fibin wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der 
quantitativen PCR die Verteilung der Fibinexpression in adulten und pränatalen Mäusen 
sowie in verschiedenen Zelllinien untersucht. Die Zelllinien mit nachweislicher 
Fibinexpression dienten als Grundlage zur Identifizierung möglicher regulatorischer Einflüsse 
auf die Expression von Fibin. Im Luciferase-Reporterassay wurden die Zelllinien weiter zur 
Identifizierung und Charakterisierung des Promotors des humanen Fibin-Gens genutzt. In 
Expressionsstudien mit COS-7-Zellen wurde das Sekretionsverhalten von Fibin mit Hilfe des 
Western-Blots und polyklonaler Antikörper, die aus dem Serum immunisierter Kaninchen 
(Oryctolagus cuniculus) isoliert wurden, weiter untersucht. Zudem wurden protein-
biochemische Untersuchungen zur molekularen Form durchgeführt. 
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4. Analyse der Fibinexpression und regulatorische Einflüsse auf die Expression 
in vitro  
Fibin wird im Zebrafisch in der Region der zukünftigen Brustflossen exprimiert und erfüllt 
dort vermutlich die Rolle eines ontogenetischen Faktors. Eine ähnliche Expressionsverteilung 
ist durch Wakahara et al. ebenfalls für die Region der zukünftigen vorderen Extremität von 
Mäusen beschrieben worden (20). Ob Fibin in weiteren ontogenetischen Stadien und auch im 
Adultus exprimiert wird, ist derzeit ungeklärt. Mehrere Befunde deuten darauf hin, dass Fibin 
in späteren Phasen der Entwicklung und in pathologischen Veränderungen eine Rolle spielt 
(siehe Kapitel 3). Die Verteilung der Fibinexpression in den verschiedenen Organen und 
Körpergeweben adulter Mäuse ist daher mit Hilfe der quantitativen PCR bestimmt und durch 
geeignete Standardisierung verglichen worden. Darüber hinaus wurde die Expression von 
Fibin in Mäusen in verschiedenen Stadien der pränatalen Phase bestimmt und mit der im 
Adultus verglichen. Ebenso wurden mehrere immortalisierte Zelllinien menschlichen oder 
murinen Ursprungs auf ihre Fibinexpression untersucht. Die Zelllinien besitzen gegenüber 
den Gewebeproben mehrere Vorteile. Zum einen geben sie die Möglichkeit, spezifische 
Zellen, wie z. B. Fibroblasten oder Granulozyten auf ihre Fibinexpression zu untersuchen und 
so einen Hinweis auf die native Expressionsverteilung Fibins zu erhalten. Zum anderen 
entstammen viele Zelllinien pathologischen Prozessen. Eine erhöhte oder erniedrigte 
Fibinexpression im Vergleich zu nicht transformierten Zellen kann einen Hinweis auf die 
Beteiligung Fibins in pathophysiologischen Prozessen darstellen. Zudem stellen die Zelllinien 
mit endogener Fibinexpression eine Grundlage für weitere Untersuchungen dar. Durch 
Inkubation der Zelllinien mit bestimmten Substanzen, für die ein Einfluss auf bekannte 
intrazelluläre Signalwege nachgewiesen wurde, können so in vitro Veränderungen der 
endogenen Expression aufgedeckt werden. Von Interesse sind zum einen klassische 
intrazelluläre Signalwege, wie der Proteinkinase C- / MAP-Kinase-Signalweg oder der 
cAMP-vermittelte Proteinkinase A-Signalweg, die jeweils durch Phorbolester (30) oder 
Forskolin (31) aktiviert werden können. Zum anderen wären aber auch spezielle Signalwege 
wie der wnt-β-Catenin-Signalweg zu untersuchen, der z. B. durch Inkubation von Säuger-
zellen mit Lithiumchlorid aktivierbar ist (32,33) und auf dessen mögliche Beteiligung an der 
Expression von Fibin im Zebrafisch durch Wakahara et al. hingewiesen wurde (20). Diese 
Signalwege sind nicht nur in der Entwicklung und Differenzierung von Organismen 
bedeutungsvoll, sondern auch wichtig für das Verständnis der molekularen Prozesse in 
zahlreichen malignen Veränderungen wie z. B. kolorektalen Karzinomen (2,34,35). 
Die Zelllinien mit endogener Fibinexpression stellen darüber hinaus eine geeignete Grundlage 
für die Identifizierung und Charakterisierung der Promotorregion des humanen Fibin-Gens 
dar. Mit dem Luciferase-Reportersystem ist es möglich, verschiedene genomische Sequenzen 
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im nicht-proteinkodierenden 5‘-Bereich des Fibin-Gens auf ihre Promotoraktivität zu 
untersuchen. Dazu wird in vitro die Luciferase, ein Enzym aus dem Leuchtkäfer (Photuris 
lucicrescens), unter Einfluss der Basensequenzen mit dem putativen Promotor in Säugerzellen 
exprimiert. In einem anschließenden Funktionstest werden die Säugerzellen lysiert, das 
synthetisierte Enzym freigesetzt und das entstehende Chemilumineszenz-Signal als Maß für 
die Promotoraktivität der untersuchten Basensequenz bestimmt. Die Identifizierung des 
Promotors von Fibin kann wichtige Hinweise über zelluläre Signal- und Regulationswege 
liefern, unter deren Einfluss die Expression von Fibin in vivo möglicherweise steht. Dazu 
kann die im Reportersystem identifizierte Basensequenz mit Promotoraktivität durch 
Softwareanalyse auf mögliche DNA-Bindungsstellen bekannter Transkriptionsfaktoren 
untersucht werden. Durch den Luciferase-Reporterassay kann gezeigt werden, ob eine 
bestimmte Zelllinie den notwendigen Satz an Transkriptionsfaktoren besitzt, der für die 
Expression von Fibin notwendig ist. Die Inkubation der Säugerzellen mit bestimmten 
Substanzen, die spezifisch intrazelluläre Signalwege aktivieren, lassen im Luciferase-
Reportersystem zudem Hinweise auf eine mögliche genregulierende Funktion des putativen 
Promotors in vitro nachweisen. 
 
5. Notwendigkeit der rekombinanten Expression 
In ihren Untersuchungen isolierten Wakahara et al. die Sequenz des Fibin-Gens aus 
Embryonen des Zebrafisches und stellten das Expressionsprofil von Fibin mittels 
in-situ-Hybridisierung dar. Die funktionelle Inaktivierung des Fibin-Gens ermöglichten sie 
durch Injektion von synthetischen Nukleinsäuren (Morpholino Antisense-Oligonukleotide), 
die im embryonalen Stadium in den Zebrafisch injiziert werden und dort die Translation der 
mRNA von Fibin verhindern (20). Es handelt sich hierbei um molekularbiologische 
Methoden, die auf Grundlage der genomischen oder der mRNA-Sequenz des Fibin-Gens 
arbeiten. Die Proteinform von Fibin ist bis zum aktuellen Zeitpunkt weder in vivo 
nachgewiesen worden, noch konnte das Protein aus Geweben gereinigt werden, um 
Informationen zu seiner molekularen Architektur zu erhalten. 
Generell lässt sich sagen, dass die proteinbiochemische Reinigung von Fibin aus Geweben 
oder Organen nicht ohne weiteres möglich ist. Zum einen ist die Isolation wegen mangelnder 
Informationen über die molekulare Architektur des Proteins auf ein allgemeines 
Methodenspektrum begrenzt. Zum anderen ist Fibin im Zebrafisch als ontogenetischer Faktor 
räumlich und zeitlich streng reguliert und somit in äußerst geringer Menge vorhanden. Die 
angewendeten Methoden zur proteinbiochemischen Reinigung müssten demnach eine äußerst 
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hohe Nachweisgrenze besitzen und relativ spezifisch auf die Isolation von Fibin ausgerichtet 
sein. 
Eine Alternative zu den Untersuchungen am endogenen Protein und die Reinigung aus 
Gewebeproben stellt die rekombinante Überexpression Fibins dar. Dabei wird die Sequenz 
des Fibin-Gens mittels geeigneter Vektoren künstlich in andere Organismen, z. B. Säuger- 
oder Bakterienzellen, eingebracht. Im Vektor befindet sich ebenfalls ein potenter Promotor, 
der aus Organismen stammt, für die eine hohe transkriptionelle Aktivität bekannt ist, wie z. B. 
dem retroviralen SV-40-Promotor. Unter seinem Einfluss wird die integrierte Sequenz des 
Fibin-Gens im Wirtsorganismus in hoher Zahl transkribiert und so der Proteinbiosynthese 
zugänglich gemacht. Die Wirtsorganismen produzieren somit in relativ kurzer Zeit große 
Mengen rekombinanten Proteins (rekombinante Überexpression), das in gereinigter Form 
weiteren proteinbiochemischen Untersuchungen zur Verfügung steht. Darüber hinaus lassen 
sich die in den Organismus eingebrachten Basensequenzen mittels molekulargenetischer 
Methoden beliebig verändern, um so z. B. die Bedeutung möglicher funktioneller Gruppen zu 
klären. Die proteinbiochemischen Untersuchungen an rekombinantem Fibin und die 
Expression in unterschiedlichen Modellorganismen können Hinweise auf die native 
molekulare Form des Fibinproteins geben und mit diesen Informationen eine spätere Isolation 
endogenen Fibins erleichtern. 
 
6. Fibin als sekretorisches Protein 
In der bioinformatischen Analyse seiner Sequenz zeigt Fibin Eigenschaften eines 
sekretorischen Proteins. Neben einer bekannten putativen N-terminalen Signalsequenz, die 18 
Aminosäuren umfasst und der Einschleusung in das endoplasmatische Retikulum der Zelle 
dient, wird eine N-Glykosylierungsstelle an einem Asparaginrest vorhergesagt. Zudem 
besitzen alle bekannten Orthologe zwei Cysteinreste, die möglicherweise der Ausbildung 
intra- und / oder intermolekularer Disulfidbrücken dienen. Darüber hinaus werden in der 
Analyse für Fibin weder Transmembrandomänen oder Retentionssignale noch 
posttranslationale Modifikationen vorhergesagt, die zur Membranverankerung führen können 
(siehe Kapitel 2). 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage, ob Fibin ein sekretorisches Protein ist, mit 
unterschiedlichen Methoden näher untersucht. Zunächst wurde in der Fluoreszenzmikroskopie 
von COS-7-Zellen durch Expression C-terminal GFP-markierter Fibinkonstrukte seine 
subzelluläre Verteilung analysiert. Wird rekombinantes Fibin über den sekretorischen Weg 
von COS-7-Zellen sezerniert, so wäre eine hohe Kolokalisation von Fibin mit Markern des 
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ER und Golgi-Apparats nachzuweisen. Wie vermutet, zeigte rekombinantes Fibin in der Zelle 
eine granuläre Verteilung und eine hohe Kolokalisation mit Markern des ER. Um zu klären, 
ob die putative Signalsequenz von Fibin eine funktionelle Bedeutung besitzt, wurde im 
Vergleich eine N-terminal trunkierte Variante von Fibin exprimiert, worauf die granuläre 
Verteilung und die hohe Kolokalisation mit Markern des ER in der Fluoreszenzmikroskopie 
nicht mehr nachgewiesen werden konnte. Im Einklang mit diesen Befunden zeigte der 
Edman-Abbau rekombinanten Fibins aus COS-7-Zellen, dass die Signalsequenz in der Zelle 
abgespaltet wird. Außerdem zeigte der PNGase-F-Verdau rekombinanten Fibins aus 
COS-7-Zellen, dass Fibin an einem Asparaginrest N-glykosyliert wird. Damit ist Fibin mit 
hoher Wahrscheinlichkeit ein sekretorisches Protein.  
Überraschenderweise zeigte rekombinantes Fibin in der Fluoreszenzmikroskopie 
demgegenüber eine erstaunlich geringe, kaum nachweisbare Kolokalisation mit Markern des 
Golgi-Apparats der Zelle. Um die Frage zu klären, ob Fibin über den sekretorischen Weg der 
Zelle freigesetzt wird, wurde daher seine Sekretion mit Hilfe des Western-Blots eingehender 
untersucht. Im Einklang mit den Ergebnissen von Wakahara et al. konnte rekombinantes 
Fibin im Kulturüberstand von COS-7-Zellen in sehr geringen Mengen im Western-Blot 
nachgewiesen werden. Von dieser Tatsache kann allerdings nicht der Schluss gezogen 
werden, dass Fibin auch tatsächlich über den sekretorischen Weg der Zelle freigesetzt wird. 
Es ist zu berücksichtigen, dass Fibin sowohl in der vorliegenden Arbeit, wie auch bei 
Wakahara et al., in einem Überexpressionssystem untersucht wurde (siehe Kapitel 5). 
Aufgrund der in diesem System anfallenden hohen Proteinmenge und in Kenntnis der in der 
Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesenen starken Akkumulation von Fibin im ER der Zelle, 
gewinnt der Anteil, der lediglich durch Zelllyse und Zellschäden freigesetzt wird, eine 
überproportionale Bedeutung. Dieser Anteil von artifiziell freigesetztem Fibin wurde im 
Versuchsablauf der vorliegenden Arbeit durch eine geringe Inkubationszeit minimiert, lässt 
sich aber methodisch nicht vollständig verhindern. Der Nachweis der Freisetzung von Fibin 
über den sekretorischen Weg ist somit durch weitere geeignete Methoden zu kontrollieren. Es 
ist bekannt, dass die Funktion des Golgi-Apparats z. B. durch Brefeldin A in steigender 
Konzentration hemmbar ist (36). Wenn Fibin tatsächlich über den sekretorischen Weg in den 
Kulturüberstand abgegeben wird, sollte sich unter Einfluss von Brefeldin A ein Effekt auf den 
Anteil des Proteins im Kulturüberstand zeigen. Als experimentelle Kontrolle und zur 
Bestätigung der sekretorischen Aktivität der COS-7-Zellen kann z. B. die sekretorische 
alkalische Phosphatase genutzt werden. Wird diese rekombinant in COS-7-Zellen exprimiert, 
lässt sich nach kurzer Zeit ihre Aktivität im Kulturüberstand der Zellen mittels Reporterassay 
bestimmen und als Maß für den sekretionshemmenden Effekt von Brefeldin A verwenden. In 
den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich kein Einfluss von Brefeldin A auf den Anteil 
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rekombinanten Fibins im Kulturüberstand der Zellen. Gemeinsam mit der starken Retention 
rekombinanten Fibins im ER und der geringen Lokalisation im Golgi-Apparat spricht dies 
dafür, dass Fibin zumindest in COS-7-Zellen nicht über den sekretorischen Weg freigesetzt 
werden kann.  
 
7. Untersuchungen zur molekularen Architektur von Fibin 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Fibin im verwendeten Expressions-
system nicht über den sekretorischen Weg der COS-7-Zellen freigesetzt wird. Es ist denkbar, 
dass eine mögliche Ursache für diesen Befund in der bisher unbekannten molekularen 
Architektur von Fibin begründet ist. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die 
Proteinstruktur rekombinanten Fibins näher zu klären, um Hinweise auf die native molekulare 
Form Fibins zu erhalten. Die Untersuchungen mit rekombinantem Fibin sind allerdings nur 
eingeschränkt auf die native Form übertragbar. Denn einerseits sind bisher keine 
Informationen über die molekulare Form nativen Fibins beschrieben worden, die als Referenz 
dienen könnten. Andererseits stehen keine Funktionstests zur Verfügung, die zeigen könnten, 
dass das rekombinant exprimierte Protein auch funktionell wirksam ist. 
In der vergleichenden Analyse von Fibin-Gensequenzen verschiedener Spezies, die aus der 
NCBI-Datenbank BLAST zur Verfügung stehen, finden sich zwei Cysteinreste, die in allen 
bekannten Orthologen evolutionär konserviert sind und für die Ausbildung inter- und / oder 
intramolekularer Disulfidbrücken bedeutend sein könnten (siehe Kapitel 2). Im Western-Blot 
von COS-7-Zellen fand sich rekombinantes Fibin in Form von Oligomeren, wobei der 
überwiegende Teil in Form von Dimeren vorlag, die über Disulfidbrücken verbunden waren. 
Dies ließ zunächst vermuten, dass Fibin vorzugsweise in Form eines Homodimers vorliegen 
könnte. Gegen die Homodimerisation von Fibin als native molekulare Form spricht 
allerdings, dass rekombinantes Fibin, welches in COS-7-Zellen als Homodimer vorliegt, 
offensichtlich nicht über den sekretorischen Weg freigesetzt werden kann (siehe Kapitel 6). 
Es ist daher anzunehmen, dass Fibin nativ wahrscheinlich in einer anderen Struktur vorliegt. 
Darauf deuten weitere Befunde dieser Arbeit hin. In der Größenausschlusschromatografie lag 
rekombinantes Fibin aus COS-7-Zellen ausschließlich in aggregierter Form vor. In E. coli war 
rekombinantes Fibin nahezu ausschließlich in Form von Einschlusskörperchen vorhanden. 
Nach Reinigung und Anwendung verschiedener Protokolle zur Renaturierung und Faltung 
zeigten diese in der CD-Spektroskopie die Tendenz zur Ausbildung α-helikaler Strukturen 
und Aggregation. Auch Fibin-Fusionsproteine, die in E. coli exprimiert wurden, besaßen eine 
hohe Neigung zur Aggregation. 
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Aus den Befunden kann geschlossen werden, dass auch natives Fibin sehr wahrscheinlich eine 
hohe Tendenz zur Aggregation besitzt. Eine vergleichbare Tendenz zur Aggregation und ihre 
mögliche pathophysiologische Relevanz für den Menschen ist bereits für andere Proteine 
beschrieben worden, wie z. B. dem humanen Adiponektin (37). Es ist denkbar, dass sich die 
zelluläre Proteinverarbeitung im verwendeten Überexpressionssystem erschöpft, das 
rekombinante Protein aggregiert und nicht erfolgreich sekretiert werden kann, da eine zu 
große Menge rekombinanten Fibins von der Zelle synthetisiert und zur Sekretion gebracht 
werden soll. 
Die Tendenz zur Aggregation von rekombinanten Fibin kann auch ein Hinweis darauf sein, 
dass natives Fibin in Form eines Heterodimers vorliegen könnte. Die Heterodimerisation von 
Fibin wäre ebenfalls in der Lage, die vorliegenden Befunde der erfolglosen Sekretion 
rekombinanten Fibins im verwendeten System zu erklären. Benötigt Fibin nativ einen 
kovalent gebundenen oder assoziierten Interaktionspartner, so könnte dieser in COS-7-Zellen 
gar nicht oder in zu geringer Menge vorliegen, was ebenfalls einer erfolgreichen Sekretion 
entgegensteht. 
 
8. Zusammenfassung und Ausblick 
Die Untersuchungen zur Expression von Fibin in der Maus zeigten, dass Fibin wahrscheinlich 
nicht nur während des kurzen Zeitraumes der Entwicklung der Vordergliedmaßen, sondern 
auch in anderen ontogenetischen Stadien patho- / physiologische Bedeutung besitzt. Die 
Expression von Fibin wies eine komplexe Regulation durch den Proteinkinase C- / MAP-
Kinase-Signalweg, Glukokortikoide und Mangan-induzierte Transkriptionsfaktoren auf. 
Rekombinantes Fibin besitzt eine Signalsequenz mit funktioneller Bedeutung für die 
Einschleusung in das ER, wird N-glykosyliert und zeigte eine hohe Kolokalisation mit 
Markern des ER. Fibin ist daher sehr wahrscheinlich ein sekretorisches Protein. 
Demgegenüber konnte in der Fluoreszenzmikroskopie jedoch nur eine geringe Kolokalisation 
mit Markern des Golgi-Apparats nachgewiesen werden und rekombinantes Fibin wurde im 
COS-7-Expressionssystem nicht über den sekretorischen Weg freigesetzt. In den 
Untersuchungen zur molekularen Form von Fibin zeigte das rekombinante Protein eine hohe 
Tendenz zur Aggregation und Ausbildung von Disulfidbrücken. Es ist daher denkbar, dass 
Fibin zur erfolgreichen Sekretion wahrscheinlich weitere Untereinheiten oder einen bisher 
unbekannten Kofaktor benötigt. 
Für zukünftige Untersuchungen von Fibin wird zurzeit ein transgenes konditionelles 
Knock-out Mausmodell etabliert, in dem das kodierende Exon des Fibin-Gens mit 
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Erkennungssequenzen für die cre-Rekombinase flankiert ist. Damit kann ein kompletter 
Fibin-knockout bzw. die zeitliche oder gewebespezifische Eliminierung von Fibin in der 
Maus erfolgen und ihre Auswirkungen auf die Körperfunktionen untersucht werden. Zudem 
ist geplant, dass mit Hilfe eines IRES-Elements und dem GFP eine polyzistronische mRNA 
unter Kontrolle des Fibin-Promotors translatiert wird, die die parallele, aber separate 
Expression von Fibin und GFP in der Maus ermöglicht. Im Falle des Fibin-knockouts würde 
dann GFP allein in den entsprechenden Zellen exprimiert. Auf diesem Wege könnte die 
zelluläre Expression von Fibin detaillierter untersucht werden. Für die zukünftige Detektion 
oder Reinigung nativen Fibins wird derzeit an der Synthese weiterer Fibin-Konjugate, z. B. 
mit dem Maltose-Bindungsprotein, gearbeitet, um so Kaninchen oder Mäuse für die 
Produktion von Antikörpern mit höherer Sensitivität zu immunisieren. 
Die bisherigen Ergebnisse der beschriebenen wissenschaftlichen Fragestellungen wurden in 
der nachfolgenden Veröffentlichung publiziert. 
 
9. Literaturverzeichnis 
1. Halper, J. (2010) Growth factors as active participants in carcinogenesis: a perspective. 
Vet Pathol, 47, 77-97. 
2. MacDonald, B.T., Tamai, K. and He, X. (2009) Wnt/β-Catenin Signaling: Components, 
Mechanisms, and Diseases. Developmental Cell, 17, 9–26. 
3. Gschwind, A., Fischer, O.M. and Ullrich, A. (2004) The discovery of receptor tyrosine 
kinases: targets for cancer therapy. Nat Rev Cancer, 4, 361-370. 
4. Paukku, K., Valgeirsdottir, S., Saharinen, P., Bergman, M., Heldin, C.H. and 
Silvennoinen, O. (2000) Platelet-derived growth factor (PDGF)-induced activation of 
signal transducer and activator of transcription (Stat) 5 is mediated by PDGF beta-
receptor and is not dependent on c-src, fyn, jak1 or jak2 kinases. Biochem J, 345 Pt 3, 
759-766. 
5. Nicholson, S.E., Oates, A.C., Harpur, A.G., Ziemiecki, A., Wilks, A.F. and Layton, J.E. 
(1994) Tyrosine kinase JAK1 is associated with the granulocyte-colony-stimulating 
factor receptor and both become tyrosine-phosphorylated after receptor activation. Proc 
Natl Acad Sci U S A, 91, 2985-2988. 
6. Itoh, S., Itoh, F., Goumans, M.J. and Ten Dijke, P. (2000) Signaling of transforming 
growth factor-beta family members through Smad proteins. Eur J Biochem, 267, 6954-
6967. 
7. Matsuda, Y. and Fukumoto, M. (2011) Sorafenib: complexities of Raf-dependent and 
Raf-independent signaling are now unveiled. Med Mol Morphol, 44, 183-189. 
8. Lombardero, M., Kovacs, K. and Scheithauer, B.W. (2011) Erythropoietin: a hormone 
with multiple functions. Pathobiology, 78, 41-53. 
9. Cooper, K.L., Madan, J., Whyte, S., Stevenson, M.D. and Akehurst, R.L. (2011) 
Granulocyte colony-stimulating factors for febrile neutropenia prophylaxis following 
chemotherapy: systematic review and meta-analysis. BMC Cancer, 11, 404. 
   21 
 
10. Grimmond, S.M., Miranda, K.C., Yuan, Z., Davis, M.J., Hume, D.A., Yagi, K., 
Tominaga, N., Bono, H., Hayashizaki, Y., Okazaki, Y. et al. (2003) The mouse 
secretome: functional classification of the proteins secreted into the extracellular 
environment. Genome Res, 13, 1350-1359. 
11. Hop, C., Fontijn, R., van Mourik, J.A. and Pannekoek, H. (1997) Polarity of constitutive 
and regulated von Willebrand factor secretion by transfected MDCK-II cells. Exp Cell 
Res, 230, 352-361. 
12. Ponnambalam, S. and Baldwin, S.A. (2003) Constitutive protein secretion from the 
trans-Golgi network to the plasma membrane. Mol Membr Biol, 20, 129-139. 
13. Webb, R.J., Judah, J.D., Lo, L.C. and Thomas, G.M. (2005) Constitutive secretion of 
serum albumin requires reversible protein tyrosine phosphorylation events in trans-
Golgi. Am J Physiol Cell Physiol, 289, C748-756. 
14. Holthuis, J.C., Jansen, E.J., van Riel, M.C. and Martens, G.J. (1995) Molecular probing 
of the secretory pathway in peptide hormone-producing cells. J Cell Sci, 108 ( Pt 10), 
3295-3305. 
15. Nickel, W. (2010) Pathways of unconventional protein secretion. Curr Opin Biotechnol, 
21, 621-626. 
16. Nickel, W. and Seedorf, M. (2008) Unconventional mechanisms of protein transport to 
the cell surface of eukaryotic cells. Annu Rev Cell Dev Biol, 24, 287-308. 
17. Mowla, S.J., Pareek, S., Farhadi, H.F., Petrecca, K., Fawcett, J.P., Seidah, N.G., Morris, 
S.J., Sossin, W.S. and Murphy, R.A. (1999) Differential sorting of nerve growth factor 
and brain-derived neurotrophic factor in hippocampal neurons. J Neurosci, 19, 2069-
2080. 
18. Schmidt, W.K. and Moore, H.P. (1994) Synthesis and targeting of insulin-like growth 
factor-I to the hormone storage granules in an endocrine cell line. J Biol Chem, 269, 
27115-27124. 
19. Specht, H., Peterziel, H., Bajohrs, M., Gerdes, H.H., Krieglstein, K. and Unsicker, K. 
(2003) Transforming growth factor beta2 is released from PC12 cells via the regulated 
pathway of secretion. Mol Cell Neurosci, 22, 75-86. 
20. Wakahara, T., Kusu, N., Yamauchi, H., Kimura, I., Konishi, M., Miyake, A. and Itoh, 
N. (2007) fibin, a novel secreted lateral plate mesoderm signal, is essential for pectoral 
fin bud initiation in zebrafish. Developmental Biology, 303, 527–535. 
21. Gibert, Y., Gajewski, A., Meyer, A. and Begemann, G. (2006) Induction and 
prepatterning of the zebrafish pectoral fin bud requires axial retinoic acid signaling. 
Development, 133, 2649–2659. 
22. Duboc, V. and Logan, M.P. (2011) Regulation of limb bud initiation and limb-type 
morphology. Dev Dyn, 240, 1017-1027. 
23. Ng, J.K., Kawakami, Y., Büscher, D., Raya, Á., Itoh, T., Koth, C.M., Esteban, C.R., 
Rodríguez-León, J., Garrity, D.M., Fishman, M.C. et al. (2002) The limb identity gene 
Tbx5 promotes limb initiation by interacting with Wnt2b and Fgf10. Development, 129, 
5161–5170. 
24. Mercader, N., Fischer, S. and Neumann, C.J. (2006) Prdm1 acts downstream of a 
sequential RA, Wnt and Fgf signaling cascade during zebrafish forelimb induction. 
Development, 133, 2805-2815. 
25. Mercader, N. (2007) Early steps of paired fin development in zebrafish compared with 
tetrapod limb development. Development, Growth & Differentiation, 49, 421–437. 
26. Mori, A.D. and Bruneau, B.G. (2004) TBX5 mutations and congenital heart disease: 
Holt-Oram syndrome revealed. Current Opinion in Cardiology, 19, 211–215. 
   22 
 
27. Pearse, R.V., 2nd, Esshaki, D., Tabin, C.J. and Murray, M.M. (2009) Genome-wide 
expression analysis of intra- and extraarticular connective tissue. J Orthop Res, 27, 427-
434. 
28. Schliebe, N., Strotmann, R., Busse, K., Mitschke, D., Biebermann, H., Schomburg, L., 
Kohrle, J., Bar, J., Rompler, H., Wess, J. et al. (2008) V2 vasopressin receptor 
deficiency causes changes in expression and function of renal and hypothalamic 
components involved in electrolyte and water homeostasis. AJP: Renal Physiology, 295, 
F1177–F1190. 
29. Zagorski, J., Obraztsova, M., Gellar, M.A., Kline, J.A. and Watts, J.A. (2009) 
Transcriptional changes in right ventricular tissues are enriched in the outflow tract 
compared with the apex during chronic pulmonary embolism in rats. Physiological 
Genomics, 39, 61–71. 
30. Kikkawa, U., Matsuzaki, H. and Yamamoto, T. (2002) Protein Kinase Cδ (PKCδ): 
Activation Mechanisms and Functions. Journal of Biochemistry, 132, 831-839. 
31. de Souza, N.J., Dohadwalla, A.N. and Reden, J. (1983) Forskolin: a labdane diterpenoid 
with antihypertensive, positive inotropic, platelet aggregation inhibitory, and adenylate 
cyclase activating properties. Med Res Rev, 3, 201-219. 
32. Hedgepeth, C.M., Conrad, L.J., Zhang, J., Huang, H.C., Lee, V.M. and Klein, P.S. 
(1997) Activation of the Wnt signaling pathway: a molecular mechanism for lithium 
action. Dev Biol, 185, 82-91. 
33. Hu, D., Bi, X., Fang, W., Han, A. and Yang, W. (2009) GSK3β Is Involved in JNK2-
Mediated β-Catenin Inhibition. PLoS ONE, 4, e6640. 
34. Basu, A. and Pal, D. (2010) Two faces of protein kinase Cdelta: the contrasting roles of 
PKCdelta in cell survival and cell death. ScientificWorldJournal, 10, 2272-2284. 
35. Naviglio, S., Caraglia, M., Abbruzzese, A., Chiosi, E., Di Gesto, D., Marra, M., 
Romano, M., Sorrentino, A., Sorvillo, L., Spina, A. et al. (2009) Protein kinase A as a 
biological target in cancer therapy. Expert Opin Ther Targets, 13, 83-92. 
36. Torii, S., Banno, T., Watanabe, T., Ikehara, Y., Murakami, K. and Nakayama, K. (1995) 
Cytotoxicity of brefeldin A correlates with its inhibitory effect on membrane binding of 
COP coat proteins. Journal of Biological Chemistry, 270, 11574–11580. 
37. Waki, H., Yamauchi, T., Kamon, J., Ito, Y., Uchida, S., Kita, S., Hara, K., Hada, Y., 
Vasseur, F. and Froguel, P. (2003) Impaired multimerization of human adiponectin 
mutants associated with diabetes. Molecular structure and multimer formation of 
adiponectin. J Biol Chem, 278, 40352–40363. 
 
   23 
 
PUBLIKATION 
 
   24 
 
 
   25 
 
 
   26 
 
 
   27 
 
 
   28 
 
 
   29 
 
 
   30 
 
 
   31 
 
 
   32 
 
 
   33 
 
 
 
   34 
 
ZUSAMMENFASSUNG 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades doctor medicinae (Dr. med.) 
 
Funktionelle und proteinbiochemische Charakterisierung von Fibin 
 
Eingereicht von:  Herrn cand. med. Christian Seyer 
Angefertigt am:  Institut für Biochemie, Molekulare Biochemie 
Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
Betreut von: Herrn Prof. Dr. med. Torsten Schöneberg 
 Institut für Biochemie, Molekulare Biochemie 
Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig 
Eingereicht im: August 2012 
 
 
 
 
Im Zebrafisch (Danio rerio), einem Mitglied der Knochenfische, wurde ein Genprodukt mit 
unbekannter Funktion näher beschrieben, das wahrscheinlich im großen Maße an der Bildung 
der Brustflossen der Fische beteiligt ist. Seiner Funktion nach wird es als Fibin, dem 
englischen Akronym für Fin bud initiation factor (Fischflossenknospeninitiationsfaktor) 
bezeichnet. Es zeigt keine Verwandtschaft zu anderen bekannten Proteinen, enthält keine 
bekannten Strukturmotive und wird auf nur einem Exon kodiert. Fibin ist in allen bisher 
untersuchten Vertebraten, einschließlich des Menschen, evolutionär hoch konserviert. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die nähere funktionelle und proteinbiochemische 
Charakterisierung von Fibin. Die Expression von Fibin wurde in Gewebeproben der Maus 
sowie in verschiedenen Zelllinien nachgewiesen und die Beeinflussung der Expression durch 
Substanzen mit einem bekannten Effekt auf intrazelluläre Signalwege in ausgewählten 
Zelllinien näher untersucht. Im Luciferase-Reporterassay ist die 5‘-Basensequenz des 
Fibin-Gens auf promotogene Eigenschaften getestet und ihre mögliche genregulierende 
Funktion näher beschrieben worden. Da Fibin Eigenschaften eines sekretorischen Proteins 
besitzt, ist seine Sekretion und subzelluläre Verteilung im rekombinanten 
COS-7-Expressionssystem mit polyvalentem Antiserum, das aus immunisierten Kaninchen 
mit CNBr-aktivierter Sepharose affinitätsgereinigt wurde, mittels Western-Blot und 
Fluoreszenzmikroskopie näher charakterisiert worden.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen. 
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1. In der NCBI-Datenbank BLAST fanden sich Transkripte humanen oder murinen Fibins in 
vielen Geweben und verschiedenen ontogenetischen Stadien. Zu den gespeicherten Geweben 
zählten neben Knochen, Nieren und Lungen auch neoproliferative Prozesse wie z. B. Gliome, 
Speiseröhrentumore oder Chondrosarkome. Darüber hinaus fanden sich Orthologe von Fibin 
in anderen Säugetieren, in Knochen- und Knorpelfischen, sowie in Reptilien, Amphibien und 
Vögeln. 
2. Das Fibin-Gen besitzt in Mensch und Maus eine einfache Struktur. Fibin wird durch ein 
einziges Exon kodiert und zeigte anhand von Vergleichen verschiedener mRNA Sequenzen 
aus der NCBI-Datenbank BLAST keinen Anhalt für posttranskriptionale Veränderungen, wie 
z. B. Spleißen. 
3. Die bioinformatische Analyse der Sequenz von Fibin sagte neben einer bekannten putativen 
N-terminalen Signalsequenz, die 18 Aminosäuren umfasst und der Einschleusung in das ER 
der Zelle dient, eine N-Glykosylierungsstelle an einem Asparaginrest vorher. Ferner fanden 
sich in der Analyse keine Hinweise auf Transmembrandomänen, Retentionssignale oder 
posttranslationale Modifikationen, die der Membranverankerung dienen. Die einzigen beiden 
Cysteinreste waren in allen bekannten Orthologen konserviert. 
4. In vivo zeigte die Expression von Fibin in Mäuseembryonen einen altersabhängigen Verlauf, 
mit einem Maximum am 13. Tag nach der Befruchtung. Dabei wurde Fibin nicht nur stark im 
Bereich der Vordergliedmaßen, sondern auch im Torso der Mäuseembryonen exprimiert. In 
adulten Mäusen ließen sich Fibintranskripte in nahezu allen Organen nachweisen, mit 
höchsten Werten im Kleinhirn und Skelettmuskel und nahezu keiner Expression in Leber und 
Nebenhoden. Die Expression in Mäuseembryonen war im Vergleich zur Expression im 
Adultus deutlich höher. Eine Expression von Fibin fand sich darüber hinaus in zahlreichen 
Zelllinien von Mensch und Maus. Die humane Zelllinie HEK und die murine Zelllinie L929 
zeigten die höchste Expression, während in der menschliche Zelllinie T98G und der 
Mauszelllinie RAW264.7 dagegen nahezu keine endogene Fibinexpression nachgewiesen 
werden konnte. 
5. In L929-Zellen war die Expression von Fibin durch spezifische Substanzen beeinflussbar, die 
einen Einfluss auf zelluläre Signalwege besitzen. Phorbolester aktiviert den 
Proteinkinase C- / MAP-Kinase-Signalweg, während Forskolin den cAMP-vermittelten 
Proteinkinase A-Signalweg aktiviert. Glukokortikoide binden an intrazelluläre Rezeptoren 
und beeinflussen die Transkription zahlreicher zellulärer Gene. In L929-Zellen steigerten alle 
drei Substanzen die Expression von Fibin mit einem Maximum nach etwa acht Stunden. Die 
stärkste Beeinflussung der Fibin-Genexpression zeigte sich jedoch durch Inkubation der 
L929-Zellen mit Manganionen nach etwa 16 Stunden mit einer ca. 20-fachen Steigerung der 
Expression. Manganionen können Effekte auf die Expression von Genen durch den 
NF-κB / AP-1-Signalweg und die Nrf2 / ARE-Kaskade bewirken. Interessanterweise zeigten 
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diese Substanzen in HEK-Zellen keinen Einfluss auf die Expression von Fibin, was die 
Notwendigkeit spezifischer zellulärer Faktoren nahelegt. 
6. Der Transkriptionsstart humanen Fibins konnte aufgrund der hohen Anzahl an Sequenzen aus 
der NCBI-Datenbank BLAST auf die Region zwischen – 415 und – 359 bp, bezogen auf den 
Translationsstart, eingegrenzt werden. In vitro besaß die nicht proteinkodierende 5’-Region 
des humanen Fibin-Gens im Luciferase-Reporterassay Eigenschaften eines Promotors, mit 
einer maximalen Aktivität in der Sequenz bis – 836 bp. Ähnliche Befunde in L929- und 
HEK-Zellen lassen auf eine vergleichbare Regulation der basalen Transkription schließen. 
Die nicht-proteinkodierende 5’-Region zeigte in Zelllinien ohne endogene Fibinexpression 
keine Promotoraktivität im Luciferase-Reporterassay.  
7. In der nicht-proteinkodierenden 5’-Region des humanen Fibin-Gens werden mittels 
bioinformatischer Methoden für die Region um den Transkriptionsstart mehrere 
TATA-Boxen und für die Region bis – 2.500 bp zahlreiche putative cis-Elemente von 
Transkriptionsfaktoren vorhergesagt. Die Promotoraktivität der nicht-proteinkodierenden 
5’-Region war in L929-, nicht aber in HEK-Zellen, durch Inkubation mit Phorbolester, 
Glukokortikoiden und Manganchlorid beeinflussbar. 
8. In COS-7-Zellen zeigte rekombinant exprimiertes Fibin eine hohe Kolokalisation mit 
Markern des ER, aber nur eine geringe mit Markern des Golgi-Apparats der Zellen. Die 
putative Signalsequenz von Fibin war für die Einschleusung in das ER essentiell und ihre 
Abspaltung hinter Aminosäureposition 18 konnte mittels Edman-Sequenzierung bestätigt 
werden. Die vorhergesagte N-Glykosylierungsstelle wurde durch PNGase-F-Verdau 
ebenfalls bestätigt. In COS-7-Zellen konnte rekombinantes Fibin im Western-Blot mit einem 
Molekulargewicht von ca. 26 kDa sowohl im löslichen als auch im membrangebundenen 
Zellanteil nachgewiesen werden. Unter nicht-reduzierenden Bedingungen fanden sich 
zusätzlich spezifische Banden bei höheren Molekulargewichten von ca. 56 kDa und 
> 120 kDa, die das Vorliegen mehrerer oligomerer Formen Fibins anzeigen. Die 
Untersuchungen an speziellen Fibinmutanten mit einem oder beiden fehlenden Cysteinresten 
sprachen für die molekulare Form von Fibin in COS-7-Zellen als Homodimer, mit 
Verbindung beider Proteine über jeweils zwei Disulfidbrücken. 
9. In E. coli fand sich rekombinant exprimiertes Fibin überwiegend in Einschlusskörperchen 
(EK). In der Gelfiltrationschromatographie und CD-Spektroskopie konnte für rekombinantes 
Fibin aus gereinigten und solubilisierten EK nach Anwendung verschiedener Protokolle zur 
Proteinfaltung und unter verschiedenen reduzierenden Bedingungen eine hohe Tendenz zur 
Aggregation und die Neigung zur Ausbildung α-helikaler Strukturen nachgewiesen werden. 
Auch verschiedene Fusionsproteine von Fibin zeigten eine hohe Tendenz zur Aggregation. 
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10. Den bisherigen Ergebnissen nach handelt sich bei Fibin mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein 
sekretorisches Protein. Demgegenüber fand sich im Western-Blot nur sehr wenig 
rekombinantes Fibin in den Kulturüberständen des COS-7-Expressionssystems. Zudem zeigt 
Brefeldin A, ein Inhibitor der Funktion des Golgi-Apparates, keinen Einfluss auf eine 
mögliche Sekretion rekombinanten Fibins.  
11. Die vorliegenden Untersuchungen an Fibin legen zumindest drei mögliche Szenarien nahe. 
Erstens, dass Fibin in vivo als Monomer oder als ein über zwei Disulfidbrücken verbundenes 
Homodimer vorliegt und die hohe Tendenz zur Aggregation zu einer stark verminderten 
Sekretion im COS-7-Expressionssystem führt. Zweitens, dass Fibin in vivo andere Proteine 
wie z. B. Escortproteine benötigt, um sekretiert zu werden und diese in COS-7-Zellen nicht 
vorhanden sind. Drittens, dass Fibin in vivo ein bisher unbekanntes Protein für die 
Ausbildung von Heteromeren benötigt, um erfolgreich sekretiert zu werden und dieser 
Interaktionspartner in COS-7-Zellen gar nicht oder im Überexpressionssystem in zu geringer 
Menge vorhanden ist. Das letzte Szenario würde zum einen die hohe Tendenz rekombinanten 
Fibins zur Aggregation und die starke Retention im ER der Zelle erklären und ist zum 
anderen für zahlreiche andere Proteine bereits beschrieben worden. 
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